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SODOBNI ANALIZNI PRISTOPI PRI KARAKTERIZACIJI PROPOLISA 
 
Povzetek: 
Propolis je naravna smolnata zmes, ki jo proizvajajo čebele delavke (Apis mellifera). 
Običajno je sestavljen iz 50 % smole, 30 % voska, 10 % eteričnih olj, 5 % cvetnega prahu 
in 5 % drugih snovi. Ima mnoge biološke učinke med drugim antibakterijske, protiglivne 
in antioksidativne. Različne vzorce surovega propolisa smo ekstrahirali s 70 % (v/v) 
etanolom in njihovo sestavo analizirali s HPLC-DAD in HPLC-ECD. Na podlagi HPLC 
rezultatov in nadaljnje PCA analize smo izbrali etanolne ekstrakte propolisa za 
mikrobiološko analizo. Z mikrodilucijsko metodo  smo določili minimalne inhibitorne 
koncentracije proti bakterijam vrste Staphylococcus aureus in Escherichia coli ter proti 
kvasovki vrste Candida albicans. Izvedeni sta tudi bili termogravimetrična analiza in 
diferenčna dinamična kalorimetrija na vzorcih surovega rjavega in rdečega propolisa ter 
čebeljega voska. 
 
Ključne besede: propolis, HPLC, mikrodilucijska metoda, TGA, DSC 
 




Propolis is a resin-like mixture produced naturally by worker bees (Apis mellifera). It 
usually consists of 50 % resin, 30 % wax, 10 % essential oils, 5 % pollen and 5 % of 
various other substances. Besides many biological effects, it has antibacterial, antifungal 
and antioxidative properties. We extracted samples of raw propolis with 70% (v/v)  
ethanol and then analysed its composition with HPLC-DAD and HPLC-ECD. Based on 
the results of HPLC and PCA analysis, we selected ethanol propolis extract samples for 
microbiological analysis. Using the microdilution method, we determined minimal 
inhibitory concentrations of the samples on the bacterial species Staphylococcus aureus 
and Escherichia coli as well as on the yeast species Candida albicans. For samples of 
raw brown, red propolis and beeswax we also preformed thermogravimetric analysis 
together with differential scanning calorimetry.  
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C18 kolona z oktadecilsililnimi skupinami  
CAPE 
fenetilni ester kavne kisline (angl. »caffeic acid phenethyl ester«, 
CAPE) 
DAD detektor na niz diod (angl. »diode array detector«, DAD) 
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ECD elektrokemična detekcija (angl. »electrochemical detection«, ECD)  
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tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. »high performance 
liquid chromatography«, HPLC) 
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tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo visoke 
ločljivosti (angl. »liquid chromatography – high resolution mass 
spectrometry«, LC-HRMS) 
LC-MS 
tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (»liquid 





minimalna inhibitorna koncentracija (angl. »minimal inhibitory 
concentration«, MIC)  
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na meticilin odporne bakterije S. aureus (angl. »methicillin-resistant S. 
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na meticilin občutljive bakterije Staphylococcus aureus (angl. 
»methicillin-sensitive S. aureus«, MSSA)  
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nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (angl. »nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate«, NADP+) 
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mikroekstrakcija na trdni fazi (angl. »solid phase microextraction«, 
SPME–GC–MS) 
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Propolis ali čebelje lepilo, je naravna smolnata zmes, ki jo proizvajajo čebele delavke 
(Apis mellifera) iz številnih rastlinskih smolnatih izločkov (npr. iz sluzi in smole), zbranih 
iz različnih delov rastlin in brstov. Te rastlinske izločke čebele prežvečijo. Tako se jim 
primešajo še encimi iz sline (npr. β-glukozidaza). V nadaljevanju čebele tej zmesi dodajo 
še vosek in mnoge druge spojine lastnega metabolizma. Propolis je beseda grškega izvora, 
sestavljena  iz dveh pomenskih enot; in sicer besede pro (za »pred«, ali »na vhodu v«) in 
polis (za »skupnost« ali »mesto«). Sestavljenka v dobesednem prevodu pomeni : »pred 
mestom« [1]–[3].  
Zaradi svoje voskaste narave in mehanskih lastnosti, čebele uporabljajo propolis pri 
gradnji in sanaciji panjev (za zapiranje odprtin in razpok ter glajenje notranjih sten), kot 
antiseptik za zaščito ličink, predstavlja tudi zalogo medu ter satja. Hkrati pa propolis nudi 
čebelam zaščito pred zunanjimi plenilci, vremenskimi dejavniki (npr. veter in dež) in služi 
kot medij za vzdrževanje notranje temperature (35 °C) panja, vlažnosti in omogoča 
nadzor nad pretokom zraka v panju [1]–[3]. 
Propolis je lipofilna zmes. Pri nižjih temperaturah je trdna in krhka, pri višjih 
temperaturah pa postane mehka, fleksibilna, gnetljiva in lepljiva. Pri temperaturah med 
25 °C in 45 °C postane močno lepljiva, tali pa se pri temperaturah med 60 °C in 70 °C. 
Pri nekaterih vzorcih propolisa se točka tališča nahaja blizu 100 °C. Ima značilen 
aromatičen vonj.  Barva propolisa ni enotna, zavzema lahko od rumeno zelene do rdeče 
in vse do temno rjave; odvisno od geografskega porekla (posledično tudi rastlinskega 
porekla) ter starosti [2]–[4]. 
 
1.1.1 Tipi propolisa 
Propolis bi lahko razvrstili na več različnih načinov. Poznamo dve glavni vrsti propolisa. 
Prva vrsta je »običajen« propolis, ki ga naberejo čebele (vrste iz rodu Apis), druga vrsta 
pa je tako imenovani geopropolis, ki ga naberejo čebele brez žela  (več rodov iz plemena 
oz. infradružine Meliponini) [5], [6]. Slednje dodajo prst svojim propolisnim mešanicam. 
Lahko ga kategoriziramo tudi po rastlinskem izvoru. V tem primeru, propolis razvrstimo 
v sedem glavnih vrst, in sicer topolov propolis (najbolj razširjen), Baccharis ali brazilski 
zeleni propolis, Clusia ali brazilski rdeči propolis, evkaliptusov propolis , Makaranga ali 
tajvanski zeleni propolis, brezov propolis in mediteranski propolis. Klasifikacija 
propolisa se med avtorji razlikuje, saj rezultati novejših raziskav kažejo na obstoj več 
novih vrst propolisa, ki imajo različen rastlinski izvor [6]. 
 
Topolov propolis (propolis iz zmernih regij) vsebuje predvsem fenolne spojine, kot so 
flavonoidi, aromatske kisline in njihovi estri [7]. Vzorci propolisa, pridobljeni iz 
Slovenije, vsebujejo predvsem fenolne spojine, kot so kavna, p-kumarna in ferulna 
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kislina. Spojine iz skupine flavonoidov, prisotne v višjih koncentracijah, so pinobanksin, 
pinobanksin-3-O-acetat, pinocembrin in krisin. V vzorcih slovenskega propolisa so 
dokazali prisotnost velikega števila derivatov kavne kisline  [7]. 
 
Za brazilski zeleni propolis so značilni prenilirani derivati p-kumarne (predvsem artepilin 
C), kavne, cimetne in diterpenske kisline ter prenilirani acetofenoni. V manjših količinah 
so prisotni nekateri flavonoidi [8]–[10].  
 
Rdeči propolis izvira iz  Južne Amerike, natančneje iz območja Brazilije, Mehike in 
Kube. Bogat je s fenolnimi spojinam, triterpenoidi, izoflavonoidi, preniliranimi 
benzofenoni in naftokinon epoksidom [9], [10].  
 
Za sredozemski propolis (propolis iz Grčije, otokov Egejskega morja, Cipra, Hrvaške in 
Alžirije) so značilne visoke koncentracije diterpenov, med njimi predvsem antrakinoni in 
kisline labdanskega tipa. Zanj je specifična velika variabilnost količine f lavonoidov in 
odsotnost topolovega cvetnega prahu (Populus sp.). V nekaterih vzorcih mediteranskega 
propolisa prevladujejo sladkorji in njihovi derivati [9], [11].  
 
Analize različnih vzorcev propolisa so pokazale, da je kemijsko sestavo propolisa težko 
standardizirati. Problematična je kemijska sestava propolisa, odvisna od različnih 
fitogeografskih značilnosti. Med te značilnosti se uvrščajo vegetacija, letni čas in okoljski 
pogoji kraja zbiranja rastlinskih izločkov. Slednja značilnost se nanaša na izbiranje 
različnih rastlin za pridelavo propolisa v različnih habitatih [4], [6]. 
 
1.1.2 Kemijska sestava propolisa 
Surov propolis je običajno sestavljen iz 50 % smole, 30 % voska, 10 % eteričnih olj, 5 % 
cvetnega prahu in 5 % drugih snovi, ki vključujejo minerale in druge organske spojine. 
Propolis vsebuje fenolne kisline ali njihove estre, flavonoide, terpene, aromatske aldehide 
in alkohole, proteine, maščobne kisline, aminokisline, sladkorje, 𝛽-steroide, vitamine 
(B1, B2, B3, B5, B6, C in E) in tudi encime. Nekatere skupine spojin, kot so glikozidi, 
alkaloidi in tanini so bile odkrite šele nedavno [1]–[4], [6], [8], [12]. Do začetka 21. 
stoletja je bilo znanih več kot 300 sestavin propolisa, med leti 2000 in 2012 pa je bilo 
izoliranih vsaj še 241 novih spojin. Število odkritih spojin v propolisu se je do leta 2012 
povečalo na več kot 500 in vsako leto narašča [6]. 
 
1.1.2.1 Fenoli in flavonoidi 
Fenoli oz. polifenoli so ena izmed najbolj razširjenih skupin spojin v kraljestvu rastlin. 
So produkt sekundarnega metabolizma rastlin. V skupino fenolov sodijo tako preproste 
molekule, npr. fenolne kisline, kot zelo kompleksni polimeri, npr. tanini. Njihova 
prepoznavna lastnost je aromatski obroč in hidroksilna skupina vezana direktno na 
aromatski obroč, t.i fenolna hidroksilna skupina. Fenoli se delijo v 18 razredov, in sicer 
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enostavni fenoli, benzokinoni, fenolne kisline, acetofenoni, fenilocetne kisline, 
hidroksicinaminske kisline, fenilpropeni, kumarini in izokumarini, kromoni, naftokinoni, 
ksantoni, stilbeni, antrakinoni, flavonoidi, lignani, neolignani, lignini in kondenzirani 
tanini. Večina fenolov pripada razredu flavonoidov [12]. 
 
Flavonoidi so glavna skupina spojin v propolisu, ki prispeva k farmakološkim in 
biološkim aktivnostim propolisa. Prav tako predstavljajo  merilo za kakovost propolisa. 
Imajo antibakterijske, protivirusne in protivnetne učinke. Flavonoide v propolisu po 
kemijski strukturi razvrščamo v flavone, flavonole, flavanone, flavanonole, kalkone, 
dihidrokalkone, izoflavone, izodhidroflavone, flavane, izoflavane in neoflavonoide  [8], 
[12]. V propolisu najdemo tudi glikozide flavonoidov, vendar so do nedavnega  bili 
detektirani zelo redko [6]. Prav tako je bilo v pacifiškem propolisu identificiranih veliko 
preniliranih flavanonov, ki so izkazovali močno antimikrobno delovanje. Znano je, da 
lipofilna prenilna skupina učinkovito poškoduje celično membrano in steno mikrobnih 
celic [8]. 
 
1.1.2.2 Terpeni in terpenoidi 
Terpeni in terpenoidi so raznolika skupina sekundarnih metabolitov v rastlinah. Te 
spojine v strukturi vsebujejo eno ali več enot izoprena [6]. So hlapne spojine, ki močno 
prispevajo k značilnemu vonju propolisa in njegovim farmakološkim učinkom. Imajo 
pomembno vlogo pri določevanju kvalitete propolisa in se ponašajo s protimikrobnimi, 
antioksidativnimi ter z drugimi biološkimi učinki [6], [8]. Terpene delimo v sedem 
razredov, in sicer hemiterpene, monoterpene, seskviterpene, diterpene, triterpene, 
tetraterpene in politerpeni. V velikih količinah jih najdemo v propolisu iz tropskih 
predelov, pojavljajo se tudi v mediteranskem propolisu. V topolovem propolisu so terpeni 
zelo redki [6]. V propolisu so najpogostejši seskviterpeni. Glede na število obročev jih 
delimo na aciklične, monociklične, diciklične in tritiklične. Drugi prisotni farmakološko 
pomembni terpeni v propolisu so monoterpeni, triterpeni in diterpeni [6], [8]. 
 
1.1.2.3 Ostale spojine in minerali 
Tako kot čebelji vosek tudi propolis vsebuje ogljikovodike, estre voskov in v manjši meri 
proste maščobne kisline. Maščobne kisline so lahko v propolisu prisotne v obliki 
glikozidov, prostih maščobnih kislin, maščobnih alkoholov, različnih tipov estrov ali 
drugih spojin. Glavnino prostih maščobnih kislin predstavljajo nerazvejane, nasičene 
maščobne kisline s 26, 28 in 30 ogljikovimi atomi. Prisotne pa so tudi nasičene, 
mononenasičene, polinenasičene, omega-3 in omega-6 maščobne kisline [6], [13]. 
Estri voskov predstavljajo 70 % spojin v vosku, pridobljenem iz propolisa. Najštevilčnejši 
so palmitatni, oleatni, 14-hidroksipalmitatni in 15-hidroksipalmitatni estri [13]. 
 
Propolis lahko vsebuje tudi različne alkohole (preprosti alkoholi, maščobni alkoholi, 
sladkorni alkoholi oz. alditoli, steroli in drugi) in alkaloide ter njihove derivate [6]. 
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V propolisu iz Egipta, Malte in Kanarskih otokov so znanstveniki dokazali prisotnost 
sladkorjev. Njihov vir ni natančno določen, menijo pa, da prihajajo iz nektarja , medu ali 
nastanejo s hidrolizo flavonoidnih glikozidov v propolisu. Morebiten izvor so tudi 
rastlinske sluzi s sladkorji, alditoli in kislinami [8], [12]. 
 
Pri analizi večih vzorcev turškega propolisa je bila dokazana prisotnost 17 aminokislin 
(Asp, Glu, Ser, Gly, Arg, His, Thr, Lys, Ala, Pro, Leu, Ile, Tyr, Phe, Val, Met in Trp). 
Količina posameznih aminokislin je bila spremenljiva zaradi različne lokacije odvzema 
vzorca [14]. Zabeležena je bila tudi prisotnost β-alanina, α-aminobutanojska kisline,        
δ-aminobutanojska kisline, cistina, hidroksiprolina, ornitina, piroglutaminske kisline in 
sarkozina [2]. 
 
V propolisu poleg β-glukozidaze najdemo še druge encime; npr. glukoza-6-fosfatazo, 
kislo fosfatazo, adenozin trifosfatazo in sukcinant dehidrogenazo [2]. 
 
Analize hrvaškega, makedonskega, argentinskega in kubanskega propolisa so razkrile 
prisotnost mnogih mineralov. Mednje sodijo Ca, Mg, K, Na, Fe, Zn, Mn, Cu, Al, B, Ba, 
Cr, Ni, Sr, Br, Co, Rb, Sb, in Sm. Zaznali so tudi toksične elemente, kot so As, Cd, Hg in 
Pb. Te kovine so antropogenega izvora [8], [12]. 
 
1.1.3 Biološke lastnosti propolisa 
Propolis ima mnoge biološke učinke. V številnih študijah so opazili njegove 
protimikrobne, protiglivne, protivirusne, protivnetne, antioksidativne, 
imunomodulatorne, protitumorske, citostatične in hepatoprotektivne lastnosti [1]–[4], 
[15]. 
 
Antioksidativne lastnosti propolisa so bile dokazane z uporabo različnih metod. Odvisne 
naj bi bile od sestave propolisa, vendar študije pogosto dajejo nasprotujoče si rezultate. 
Fenolne spojine, ki ne spadajo v razred flavonoidov, so odgovorne za antioksidativne 
lastnosti brazilskega zelenega propolisa. Pri topolovem propolisu pa na antioksidativne 
lastnosti vplivajo celokupni polifenoli in celokupni flavonoidi [15]. Pri tem je potrebno 
upoštevati, da sta kemijska sestava in posledično biološke lastnosti ekstraktov propolisa 
odvisne tudi od izbranega topila za ekstrakcijo [15]. 
 
Fabris in sod. so ugotovili, da imata etanolna ekstrakta ruskega in italijanskega propolisa 
podobne antioksidativne lastnost ter da je njuna sestava podobna. Vzorci etanolnega 
ekstrakta brazilskega zelenega propolisa pa so imeli nižjo vrednost polifenolov in 
posledično nižjo antioksidativno aktivnost [3], [15]. Raziskovalci menijo, da propolisu 
dajejo antioksidativne lastnosti ferulna kislina, kvercetin, kavna kislina, prenilirane 
spojine, apigenin, galangin, pinocebrin, p-kumarin, fenetilni ester kavne kisline (angl. 
»caffeic acid phenethyl ester«, CAPE) in α-tokoferol [1], [2]. 
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V več študijah je bilo preizkušeno delovanje propolisa proti mnogim bakterijskim vrstam 
in sevom. Ugotovili so, da je propolis veliko bolj učinkovit proti grampozitivnim 
bakterijam kot proti gramnegativnim bakterijam [1]–[4], [16]. Slednje dejstvo je 
posledica strukture zunanje celične stene gramnegativnih bakterij [7]. Med mehanizme 
delovanje propolisa proti bakterijam spadajo zaviranje gibanja bakterij, inhibicija 
encimske aktivnosti, sprememba permeabilnosti (notranje) bakterijske membrane za 
ione, zaviranje celične delitve, dezorganizacijo citoplazme, inhibicija sinteze proteinov 
in liza celic (strukturne poškodbe celične membrane in stene) [1]–[3]. To povzročajo 
cimetna kislina in njeni derivati, CAPE, galangin, pinocembrin, pinostrombin, ferulna 
kislina, kavna kislina, prenilirana kumarna kislina, derivati benzofenona, artepilin C, 
apigenin, pinobanksin, pinobanksin-3-acetat [1]–[3], [16]. 
 
Propolis deluje sinergistično z antibiotiki (ampicilin, gentamicin, streptomicin, 
kloramfenikol, ceftriakson in vankomicin). Znano je, da je manj učinkovit od 
antibiotikov, vendar ne poruši ravnotežja črevesne mikrobiote [3], [16]. 
Njegovo delovanje so preizkusili tudi na kliničnih izolatih na meticilin občutljivih 
bakterijah vrste Staphylococcus aureus (angl. »methicillin-sensitive S. aureus«, MSSA) 
in na meticilin odpornih bakterijah vrste S. aureus (angl. »methicillin-resistant S. aureus«, 
MRSA). Propolis je imel variabilno učinkovitost, vendar je ob prisotnosti 
antistafilokoknih zdravil povečal njihovo učinkovitost [3]. 
Njegovo protibakterijsko delovanje se poveča pri povišani temperaturi (37 °C) in 
vrednosti pH okoli 5. V visokih koncentracijah deluje kot bakteriocidno sredstvo [1], [3], 
[16]. 
 
Glavna tarča flavonoidov so eikozanoidi, ki pa niso prisotni v bakterijah. Druga tarča 
flavonoidov so metaloencimi, kot so fosfataze. Flavonoidi tvorijo komplekse s 
kovinskimi ioni, ki so kot kofaktorji nujno potrebni za delovanje fosfataz. Zaradi vezave 
teh ionov se lahko pojavijo napake v fosforilaciji oz. defosforilaciji ionskih kanalčkov, 
kar ima smrtonosne posledice za bakterijo [1]. 
 
Protiglivne lastnosti propolisa so prav tako posledica prisotnosti fenolnih spojin in 
flavonoidov, natančneje 3-acetilpinobanksina, pinobanksin-3-acetata, pinocembrina, p-
kumarne kisline in kavne kisline [1], [2]. Učinkovit je proti glivam, ki naseljujejo hrano, 
človeka in celo proti glivam, ki naseljujejo rastline [1]–[4], [16]. Brazilski zeleni propolis 
naj bi povzročal odmiranje kvasovke Candida albicans, človeškega patogena, preko 
signalizacije z metakaspazami in po signalizacijski poti Ras [3]. 
 
1.1.4 Termične lastnosti propolisa 
Termogravimetrična krivulja (angl. »thermogravimetric curve«, TGA curve) propolisa 
prikazuje njegovo večstopenjsko razgradnjo od sobne temperature do 600 °C [17]. Masek 
in sod. so raziskovali lastnosti etanolnih ekstraktov sveže nabranega propolisa in 
propolisa, hranjenega 10 let. Rezultati TGA analize sveže nabranega propolisa so 
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pokazali degradacijo propolisa v treh stopnjah. Prva endotermna sprememba je povezana 
z izhlapevanjem adsorbirane vode iz vzorca. V drugi stopnji med 120 °C in 450 °C pride 
do termičnega razpada polifenolnih spojin; izguba mase v tem območju je 81,1 %. Nad 
450 °C pride do razpada temperaturno najbolj obstojnih komponent v propolisu [18]. 
 
Pri deset let starem vzorcu pa sta opazni samo dve spremembi. Prva predstavlja 
izhlapevanje adsorbirane vode. Začetek druge stopnje termičnega razpada se pojavi 
nekoliko prej glede na svež vzorec propolisa, in sicer pri 267 °C, izguba mase v tej stopnji 
pa je 84 %. Znanstveniki menijo, da je razlog za nižjo toplotno stabilnost posledica 
oksidacije določenih spojin, do katere pride tekom dolgoletnega shranjevanja propolisa 
[18]. 
 
DSC krivulje (DSC je okrajšava za angl. »differential scanning calorimetry«, dif erenčno 
dinamično kalorimetrijo) propolisa nakazujejo endotermno entalpijsko spremembo okoli 
60 °C, ki pripada taljenju [17]. 
 
1.2 Metode ekstrakcije 
Na aktivnost oz. antioksidativne lastnosti propolisa vpliva tudi način ekstrakcije. 
Najpogosteje se uporablja ekstrakcija trdo-tekoče, pri čemer je topilo etanol (različni 
koncentracijskih intervalih), metanol ali voda. Znana je tudi uporaba drugih organskih 
topil, kot so etil acetat, kloroform, butan-1-ol, diklorometan, etil eter, heksan in aceton 
[4], [15], [19], [20]. V primerjavi z etanolnimi ekstrakti propolisa, so ekstrakti, pridobljeni 
s kloroformom, etil acetatom in butan-1-olom, vsebovali višje koncentracije celokupnih 
fenolov, hkrati pa jim je bila določena večja antioksidativna aktivnost. Pri ekstrakciji z 
etanolom pa so rezultati pokazali, da je izkoristek ekstrakcije večji, kadar so uporabljene 
višje koncentracije etanola [21]. Prav tako je bilo dokazano, da je izkoristek ekstrakcije 
večji pri bolj razredčenih vzorcih in pri vzorcih, ki so bili izpostavljeni stresanju in nato 
ultrazvoku [22]. 
 
Mogoča je ekstrakcija po Soxhletu z etanolom, vendar je ta način energetsko potraten. Pri 
tej metodi je potrebna uporaba večjih količin topila in izvaja se pri visokih temperaturah,  
kar lahko škoduje termolabilnim spojinam. V primerjavi z maceracijo, ima ekstrakcija po 
Soxhletu z etanolm ali etil acetatom višji izkoristek [23], [24]. 
 
Cottica in sod. so preizkusili učinkovitost dvostopenjske ekstrakcije propolisa, pri čemer 
so najprej izvedli ekstrakcijo z etanolom; temu je še sledila ekstrakcija ostanka (etanolne 
ekstrakcije) z vodo ter obratno. Dokazano je bilo, da je delež suhe snovi v obeh primerih 
po obeh stopnjah ekstrakcije približno enak. Razlika je le v tem, da je delež suhe snovi 
pridobljen v prvi stopnji ekstrakcije z etanolom višji kot delež  pridobljen v prvi stopnji 
ekstrakcije z vodo [19]. 
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Ekstrakcija z etanolom je enostavna in učinkovita, vendar pa ima omejeno uporabo v 
kozmetični in farmacevtski industriji. Zaradi nizke topnosti biološko aktivnih spojin v 
vodi, so vodni ekstrakti revni s temi spojinami. Prav tako naj bi vodne ekstrakti vsebovali 
10-krat manj fenolnih spojin kot etanolni ekstrakti. Kubiliene in sod. so kot topilo 
uporabili vodo, polietilenglikol 400 (PEG 400), olivno olje in njihove kombinacije ter 
učinkovitost ekstrakcije primerjali z etanolnimi ekstrakti. Celokupna koncentracija 
fenolnih spojin etanolnih ekstraktov je bila podobna celokupni koncentraciji fenolnih 
spojin ekstraktov pridobljenih s PEG 400 in vodo (2:10) ter s PEG 400, olivnim oljem in 
vodo (2:5:10) pri povišani temperaturi (70 °C) [25]. 
 
Lahko se uporablja tudi ekstrakcija s superkritičnim ogljikovim dioksidom s ali brez 
pomožnega topila (etanol, voda, etil acetat) [23], [26], [27]. Praviloma se izkoristek 
ekstrakcije povečuje s povečanjem temperature in tlaka , vendar so Paviani in sod. 
ugotovili, da je izkoristek ekstrakcije s superkritičnim ogljikovim dioksidom manjši kot 
izkoristek ekstrakcije po Soxhletu z etanolom [23]. 
 
1.3 Metode separacije in detekcije 
Za določitev spojin v propolisu obstaja veliko različnih metod. Tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti (angl. »high performance liquid chromatography«, 
HPLC) z detektorji, kot so UV-Vis diode (angl. »diode array detector«, DAD), infrardeči 
spektrometer (v okvirnem območju od 4000 cm-1 do 600 cm-1) in elektrokemična 
detekcija (angl. »electrochemical detection«, ECD) so najpogostejši načini, ki se 
uporabljajo za analizo flavonoidov [28], [29]. 
 
Prav tako je v uporabi plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (angl. 
»gas chromatography – mass spectrometry«, GC-MS ) in tekočinska kromatografija 
sklopljena z masno spektrometrijo (»liquid chromatography – mass spectrometry«, LC-
MS). GC-MS se uporablja za separacijo kompleksnih zmesi kot je propolis. Uporablja se 
za določitev sestave propolisa za nadaljnje primerjalne analize, nadzor kakovosti in 
standardizacije. Pred GC-MS analizo je potrebna derivatizacija vzorca propolisa, saj vse 
komponente propolisa niso hlapne [29].  
 
HPLC-DAD in LC-MS sta še vedno najpogosteje uporabljeni metodi za analizo 
propolisa. Tako pozitivna kot negativna elektrosprej ionizacija (angl. »electrospray 
ionization«, ESI) sta primerni za strukturno analizo ločenih spojin vzorca propolisa. 
Reverzno fazni HPLC se uporablja najpogosteje. Kolona z oktadecilsililnimi skupinami 
(ODS ali C18) je najprimernejša. Eluent je sestavljen iz dveh topil, in sicer 0,1 %  
mravljične ali ocetne kisline v vodi in acetonitrila ali metanola. Izvaja se gradientna 
elucija. Najustreznejši pretok je 1 mL min-1. Za boljšo resolucijo je predlagana separacija 
pri 30 °C [29]. 
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Mogoča je še analiza s tekočinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo 
visoke ločljivosti (angl. »liquid chromatography – high resolution mass spectrometry«, 
LC-HRMS), mikroekstrakcijo na trdni fazi (angl. »solid phase microextraction«, SPME–
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2 NAMEN DELA 
Namen diplomskega dela je bil okarakterizirati kemijsko sestavo različnih vzorcev 
slovenskega, kubanskega in brazilskega propolisa z uporabo HPLC-DAD in HPLC-ECD. 
Na podlagi poznane sestave in računalniške analize je bila izvedena metoda glavnih osi 
(angl. »principal component analysis«, PCA), s pomočjo katere sem izbrala vzorce 
propolisa za mikrobiološko analizo. Izbranim vzorcem propolisa sem določila minimalno 
inhibitorno koncentracijo (angl. »minimal inhibitory concentration«, MIC) in posledično 
protimikrobno aktivnost proti mikroorganizmom Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli in Candida albicans. Prav tako sem pripravila mešanice dveh oz. treh tipov propolisa 
v volumskem razmerju 1:1 oz. 1:1:1 in določila MIC. Ob primerjavi MIC posameznih 
vzorcev in mešanic vzorcev sem določila ali v mešanih vzorcih pride do nastanka 
sinergističnih učinkov. Termična analiza (TGA in DSC) je bila izvedena na slovenskem, 
kubanskem in brazilskem propolisu ter čebeljem vosku. Namen teh analiz je bil ugotoviti, 
ali imajo vzorci propolisa podobne termične lastnosti kot čebelji vosek in ali se termične 
lastnosti različnih tipov propolisa medsebojno signifikantno razlikujejo. 
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3 EKSPERIMENTALNI DEL 
Eksperimentalni del sem opravila v podjetju Medex d. o. o., Linhartova cesta 49 A, 1000 
Ljubljana in na Oddelku za živilstvo, Biotehniška fakulteta, Jamnikarjeva 101, 1000 
Ljubljana. 
 
3.1 Materiali in kemikalije 
Tabela 3.1 Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
96 % etanol Gyor distillery & refinery Co. 
NaCl Merck 
Gojišče triptični soja bujon (angl. »tryptic 
soy broth«, TSB) 
Biolife 
Gojišče triptični soja agar (angl. »tryptic 
soy agar«, TSA) 
Biolife 
Gojišče kvasni ekstrakt s peptonom in 
dekstrozo (angl. »yeast extract peptone 
dextrose«, YPD) 
Condalab 
Tehnični agar Biolife 
2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil 
tetrazolijev klorid (INT) 
Sigma Aldrich 
Resazurin Sigma Aldrich 
Menadion Sigma Aldrich 




Tabela 3.2 Seznam uporabljenega materiala. 
Material Proizvajalec 
Celulozni črni filter papir (Φ=90 mm) Macherey - Nagel 
PTFE 0,45 µm filter  LLG - labware 
Celulozno acetatni 0,20 µm filter Sartorius Minisart Syringe filter 
Penicilinke Samco – Scientific 
Aluminijasti pladenjčki Mettler Toledo 
Mikrotitrska plošča (96 luknjic) Golias 
Sterilne petrijevke Golias 
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3.2 Laboratorijska oprema in naprave 
Tabela 3.3 Seznam uporabljenih naprav. 
Oprema ali naprava Proizvajalec Model 
Analizator vlage Mettler Toledo Halogen moisture analyzer 
HG53 
HPLC Thermo Fisher Scientific Dionex Ultimate 3000 
Termoanalizator Mettler Toledo TGA/SDTA 851e 
DSC instrument Mettler Toledo DSC1 
DAD detektor Thermo Fisher Scientific Dionex Ultimate 3000 
ECD detektor Thermo Fisher Scientific Dionex Ultimate 3000 
Tehtnica Mettler Toledo MS3002TS 
Tehtnica Kern PCB 
Tehtnica Mettler Toledo ME204 
Mikrotehtnica Mettler Toledo MX5 
Koničaste 
mikrocentrifugirke, 50 mL 
Brand  




pipeta 30 – 300 µL 
Eppendorf Research Plus 
Avtomatska pipeta 100 – 
1000 µL 
Eppendorf Research 
Avtomatska pipeta 100 – 
1000 µL 
Thermo Scientific FINNPIPETTE F1 
Avtomatska pipeta 1 – 10 
mL 
VWR  
Avtomatska pipeta 1 – 10 
mL 
Eppendorf Research 
Spatule, žličke   
Laboratorijska steklovina   
Mikrocentrifugirke; 1,5 
mL 
Sarstedt Micro tube 1,5 mL 
Mikrocentrifugirke; 2 mL Sarstedt Micro tube 2,0 mL 
Avtoklav Kambič  
Inkubator Kambič  
Plinski gorilnik   









3.3.1 Priprava etanolnih ekstraktov propolisa 
Uporabili smo surove vzorce slovenskega rjavega, kubanskega rdečega in brazilskega 
zelenega propolisa. Ekstrakte propolisa smo pripravili s 70 % (v/v) etanolom. Zatehtali 
smo 10,0 g propolisa, ga kvantitativno prenesli v 50 mL koničasto mikrocentrifugirko in 
dodali 40 mL 70 % (v/v) etanola. Ekstrakcijo smo izvajali v dveh paralelnih določitvah. 
Postopek sem ponovila za vse vzorce rjavega (vzorci št. od 1 do 17), rdečega (vzorci št. 
od 18 do 20) in zelenega propolisa (vzorec št. 24). Maceracija je potekala šest dni pri 20 
°C. Vzorce smo enkrat na dan zmerno premešali. 
 
3.3.2 Priprava vzorca za analizo s HPLC-DAD oz. HPLC-ECD 
Po šestih dneh smo etanolne ekstrakte prefiltrirali skozi črni filter papir. Nato smo 
odmerili približno 1 mL tako prefiltriranega etanolnega ekstrakta in ga prefiltrirali preko 
0,45 µm filtra. Filtrate etanolnih ekstraktov propolisa smo 50-krat redčili in jih prenesli v 
penicilinke. Vzorca 18 in 20 smo redčili v volumskem razmerju 1:1 s 70 % (v/v) 
etanolom. 
 
3.3.3 Določanje suhe snovi vzorcev 
Pred merjenjem smo v sušilnik vstavili aluminijast nosilec in tehtnico tarirali. Nato smo 
750 µL etanolnega ekstrakta propolisa posameznega vzorca, prefiltriranega preko črnega 
filter papirja, nanesli na isti aluminijast nosilec in ga vstavili v sušilnik. Vzorce smo sušili 
5 min pri 105 °C. Po končanem sušenju smo zabeležili delež in preostalo maso suhe snovi. 
Postopek smo za vsak vzorec ponovili trikrat. 
 
3.3.4 Analiza s HPLC-DAD oz. HPLC-ECD 
Najpogosteje uporabljena tehnika separacije je (HP)LC. Odlikujejo jo njena občutljivost, 
natančna kvantitativna določitev, enostavna avtomatizacija, zmožnost ločevanja 
nehlapnih in termolabilnih spojin ter predvsem široka uporabnost za snovi, ki so 
pomembne v industriji in znanosti. Z uporabo HPLC lahko ločimo organske, anorganske 
in biološke spojine. Različne vrste HPLC ločimo glede na mehanizem ločevanja ali tip 
stacionarne faze. Poznamo adsorpcijsko, ionsko, afinitetno, kiralno, (gelska) 
izključitveno in porazdelitveno kromatografijo. Mobilna faza predstavlja tekoče topilo, 
ki vsebuje vzorec kot zmes topljencev. Topljenci  so porazdeljeni med mobilno in 
stacionarno fazo. Stacionarna faza je lahko adsorbirana ali vezana preko kemijske vezi 
na inertni nosilec. Učinkovitost kolone je bistveno večja, kadar so inertni nosilci majhni. 
Instrument je sestavljen iz rezervoarjev za mobilno fazo, sistema črpalk, injektorja, 
kolone in detektorja. Nekateri instrumenti vsebujejo tudi predkolono, ki služi 
kondicioniranju kolone ali zaščiti pred nečistočami. Najpogosteje uporabljen detektor je 
detektor, ki absorbira svetlobo UV ali Vis [31]. 




Mobilna faza:   faza A: 1 % mravljična kislina 
faza B: acetonitril 
Pretok eluenta:   0,7 mL/min 
Pritisk:    90 – 100 bar 
Kolona:    Purospher® STAR RP- 18 endcapped; 5 µm 150 x 4,6 mm 
Temperatura kolone:   25 °C 
Volumen injiciranja:   10 μL 
Čas analize:    35 min 
Valovna dolžina detekcije: 290 nm 
Potencial:   300 ali 900 mV 
Referenčna elektroda: Paladij 
 








0 0 70 30 
1 5 60 40 
2 15 60 40 
3 20 35 65 
4 25 35 65 
5 30 70 30 
6 35 70 30 
 








0 0 90 10 
1 3 90 10 
2 12 75 25 
3 20 30 70 
4 25 30 70 
5 30 90 10 
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Tabela 3.6 Sestava standarda. 








Kavna kislina 0,032 
Naringenin 0,0273 
Kumarna kislina 0,0388 
Kvercetin 0,0508 
Cimetna kislina 0,0225 






3.3.5 Računalniška analiza rezultatov 
Med enostavnejše metode multivariatne analize sodi metoda glavnih osi (PCA). PCA 
metoda uporablja ortogonalno linearno preslikavo vrednosti opazovanega seta 
spremenljivk, ki so lahko medsebojno povezane, v nek nov set vrednosti navideznih 
spremenljivk imenovanih glavne osi (angl. »principal components«). Te so med seboj 
pravokotne (neodvisne) in urejene, tako da prva glavna os nosi kar največji možni delež 
variance sistema, vsaka naslednja pa nosi tem večji možen preostali delež variance. Do  
tega seta glavnih osi pridemo tako, da začetno matriko podatkov (A) centriramo (od 
vrednosti podatkov v stolpcu odštejemo povprečno vrednost stolpca) in standardiziramo 
(delimo s standardno deviacijo). Dobimo matriko X. Dobljeno matriko transponiramo in 
množimo transponirano ter dobljeno matriko. Tako dobimo matriko kovarianc 
(V=XT*X). Za to matriko izračunamo lastne vrednosti in pripadajoče lastne vektorje. 
Lastne vrednosti uredimo v novo matriko po diagonali od največje do najmanjše vrednosti 
(matrika D), prav tako v posebno matriko po stolpcih uredimo lastne vektorje (P).  
Matriko glavnih osi (po stolpcih) dobimo, tako da množimo T=X*P. Da dobimo delež 
variance, ki jo posamezna glavna os pojasni, moramo ustrezno lastno vrednost deliti z 
vsoto vseh lastnih vrednosti [32]. 
 
3.3.6 Termična analiza propolisa in čebeljega voska 
Termogravimetrična analiza (angl. »thermogravimetric analysis«, TGA) je analiza, pri 
kateri merimo spremembo mase vzorca v odvisnost od temperature ali časa. Segrevanje 
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poteka v nadzorovani atmosferi. Vzorec se segreva po vnaprej določenem programu, pri 
čemer sprememba temperature velikokrat poteka linearno. Inštrument za TGA, 
termoanalizator, je sestavljen iz občutljive termotehtnice, peči z nosilcem za lonček, 
sistema za vzpostavljanje nadzorovane atmosfere (inertne, oksidativne, reduktivne) in 
računalniškega sistema za upravljanje z inštrumentom, sprejemanje in obdelavo podatkov 
[17], [31], [33]. 
 
Za TGA smo najprej stehtali maso praznega 150 µL platinskega lončka. Nato smo vanj 
natehtali približno 10 mg surovega propolisa. Vzorec smo segrevali v temperaturnem 
območju od 25 °C do 600 °C s hitrostjo 10 K/min v pretoku zraka 50 mL/min. Referenco 
je predstavljal prazen lonček iz platine. 
 
Diferenčna dinamična kalorimetrija (angl. »differential scanning calorimetry«, DSC) je  
ena izmed najpogosteje uporabljenih metod termične analize, saj je hitra, enostavna in  
zanesljiva. Pri tej analizi merimo razliko toplotnih tokov do lončka z vzorcem in do 
referenčnega lončka, da med njima ne bo temperaturne razlike, medtem ko ju v pečici 
segrevamo ali ohlajamo z vnaprej določenim temperaturnim programom. Razlika 
toplotnih tokov je posledica endotermnih ali eksotermnih sprememb v vzorcu. Referenčni 
lonček in lonček z vzorcem postavimo na merilni del inštrumenta; pod vsakim od 
omenjenih dveh lončkov se nahaja več termočlenov, ki merijo temperaturo ter toplotni 
tok, grelnik v pečici pa lahko zvišuje temperaturo linearno ali pa jo drži konstantno  [17], 
[31]. 
 
Za DSC meritve smo v 40 µL aluminijast lonček natehtali med 7 in 8 mg propolisa in ga 
s teflonskim pestilom enakomerno razporedili po lončku, lonček pa pokrili s 
preluknjanim aluminijastim pokrovčkom ter ga s prešo stisnili na lonček. V primeru 
čebeljega voska je bila masa vzorca približno 4 mg. Mase praznih lončkov ter vzorce smo 
tehtali na eksterni tehtnici Mettler Toledo MX5 na 1 µg natančno. Pečico z vstavljenim 
vzorcem smo najprej ohladili na -50 °C, nato segrevali do temperature, ki je nižja od 
temperature začetka razpada organskih komponent (150 °C).  Vzorec smo ponovno 
ohladili do -50 °C in nato ponovno segreli do 150 °C. Celotna meritev je potekala v 
pretoku dušika 50 mL/min. 
 
3.3.7 Priprava vzorca za mikrobiološko analizo 
 
Ustrezni volumen etanolnega ekstrakta propolisa izbranih vzorcev, prefiltriranih preko 
črnega filter papirja, smo prenesli v mikrocentrifugirko in nato dodali ustrezni volumen 
primernega gojišča (za bakterije TSB, za kvasovke pa YPD). Pozorni smo bili na delež 
etanola v ustrezno pripravljenem vzorcu, saj koncentracije med 5 in 10 % delujejo 
bakteriostatično na mnoge bakterije [34].  
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3.3.8 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije etanolnih ekstraktov propolisa 
 
Dilucijske metode so referenčne metode za določanje minimalnih inhibitorih koncentracij 
snovi, ki izkazujejo protimikrobne aktivnosti. Uporabljajo se za izvajanje nadzora 
odpornih mikroorganizmov, za ugotavljanje občutljivosti organizmov na določeno 
protimikrobno snov, za testiranje na organizmih, pri katerih metoda difuzije v agarju z 
diski ni primerna in kadar je potreben kvantitativen rezultat [35]. 
 
Sprva je bila potrebna revitalizacija izbranih kultur (Staphylococcus aureus ŽMJ72, 
Escherichia coli ŽM130, Escherichia coli ŽM370 in Candida albicans ZIM 2202), ki so 
bile zamrznjene na -80 °C v suspenziji glicerola in čiste kulture v tekočem gojišču. Ob 
plinskem gorilniku smo s cepilno zanko postrgali po zamrznjeni suspenziji in postrgan 
del prenesli na ustrezno gojišče (TSA za bakterije in YPD s tehničnim agarjem za 
kvasovke). Bakterijske kulture smo inkubirali 24 h pri 37 °C, kulture kvasovk pa smo 
inkubirali tri do pet dni pri 30 °C. 
 
Po inkubaciji mikrobnih kultur smo ob plinskem gorilniku z brisom prenesli nekaj kolonij 
v 10 mL ustreznega gojišča in zmerno premešali na namiznem mešalu. 1 mL te suspenzije 
smo prenesli v kiveto in izmerili optično gostoto (angl. »optical density«, OD) pri valovni 
dolžini 600 nm. 1 mL ustreznega čistega gojišča je predstavljal slep i vzorec. Če je bilo 
potrebno, smo suspenzijo redčili do OD600 = 0,1. Pri delu z bakterijskimi kulturami smo 
suspenzijo z OD600 = 0,1 še 100-krat redčili. S tem smo dobili koncentracijo bakterij v 
razredu 105 CFU/mL. Pri delu s kvasovkami tega koraka nismo izvedli, saj bi kultura bila 
preveč razredčena in posledično ne bi bilo rasti. 
 
Mikrotitrska plošča je razdeljena v 8 vrstic (označenih s črkami od A do H) in 12 stolpcev 
(označenih s številkami od 1 do 12) (Slika 3.1). V vrstico A in stolpce od 1 do 10 smo 
nanesli 100 µL ustrezno pripravljenih etanolnih ekstraktov vzorcev propolisa. V vrstice 
od B do H in stolpce od 1 do 10 pa smo nanesli 50 µL ustreznega tekočega gojišča. Nato 
smo z multikanalno avtomatsko pipeto iz vrstice A prenesli 50 µL suspenzije etanolnega 
ekstrakta propolisa v vrstico B ter premešali. Potem smo iz vrstice B prenesli 50 µL 
suspenzije etanolnega ekstrakta propolisa in gojišča v vrstico C ter premešali. Ta 
postopek smo ponavljali vse do vrstice H. 50 µL suspenzije etanolnega ekstrakta 
propolisa in gojišča iz vrstice H smo na koncu zavrgli. Pripravili smo vedno po dve 
paralelki istega vzorca. Nato smo v vrstice od A do H in stolpce od 1 do 10 dodali 50 µL 
ustrezno razredčene mikrobne kulture. Pri tem pride do 2-kratnih redčitev etanolnega 
ekstrakta propolisa v vrsticah od A do H (Slika 3.2) [36]. Končni volumen v vsaki luknjici 
je bil 100 µL. Sledila je inkubacija za 24 ur pri 37 °C (za bakterije) oz. 48 h pri 30 °C (za 
kvasovke). 
 
Kontrole so se nahajale v vrsticah od A do G in v stolpcih 11 in 12. Pozitivno kontrolo 
(PK) je predstavljalo 50 µL ustreznega gojišča in 50 µL ustrezno redčene mikrobne 
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kulture. Negativno kontrolo (NK) je predstavljalo 50 µL ustreznega gojišča in 50 µL 
ustrezno pripravljenega etanolnega ekstrakta vzorca propolisa. Slepo kontrolo  (B) je 




Slika 3.1 Shematski prikaz mikrotitrske plošče. 
 
 
Slika 3.2 Primer koncentracij etanolnih ekstraktov propolisa v mg/mL pri delu z bakterijo 
S. aureus. 
Mikrodilucijsko metodo smo uporabili za določevanje MIC etanolnih ekstraktov vzorcev 
propolisa 13, 14, 18, 19, 24 in mešanih vzorcev. Sestava mešanih vzorcev je prikazana v 
tabeli 3.7. 
 
Tabela 3.7 Sestava mešanih vzorcev propolisa. 
Vzorec Sestava 
25 10 mL vzorca 13 + 10 mL vzorca 18 
26 10 mL vzorca 13 + 10 mL vzorca 24 
27 10 mL vzorca 18 + 10 mL vzorca 24 
28 5 mL vzorca 13 + 5 mL vzorca 18 + 5 mL vzorca 24 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Vzorec
A 5,71 5,71 5,49 5,49 0,40 0,40 4,12 4,12 1,92 1,92 PK PK
B 2,86 2,86 2,74 2,74 0,20 0,20 2,06 2,06 0,96 0,96 B B
C 1,43 1,43 1,37 1,37 0,10 0,10 1,03 1,03 0,48 0,48 NK13 NK13
D 0,71 0,71 0,69 0,69 0,05 0,05 0,51 0,51 0,24 0,24 NK14 NK14
E 0,36 0,36 0,34 0,34 0,03 0,03 0,26 0,26 0,12 0,12 NK18 NK18
F 0,18 0,18 0,17 0,17 0,01 0,01 0,13 0,13 0,06 0,06 NK19 NK19
G 0,09 0,09 0,09 0,09 0,01 0,01 0,06 0,06 0,03 0,03 NK24 NK24
H 0,04 0,04 0,04 0,04 0,00 0,00 0,03 0,03 0,01 0,01
S. aureus  ŽMJ72 (1.10.2019)
13 14 18 19 24 kontrole
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Po inkubaciji je sledilo barvanje z INT oz. resazurinom. Ob plinskem gorilniku smo 
dodali po 10 µL ustreznega barvila v vsako luknjico. Sledila je inkubacija za eno uro pri 
37 °C (za bakterije) oz. 30 °C (za kvasovke). 2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil 
tetrazolijev klorid oz. INT je spojina, ki je zmožna sprejema elektronov. V živih 
organizmih INT tekmuje z NAD+ in NADP+ v elektronski prenašalni verigi. Ob sprejetju 
elektronov se reducira do rdečega formazana. Reakcijo redukcije INT vršijo 
dehidrogenaze [37]. Resazurin oz. 7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on 10-oksid je barvilo 
modre barve, ki ni fluorescentno. Ob delovanju dehidrogenaz (npr. NADPH 
dehidrogenaze) se reducira v roza obarvan resorufin oz. 7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on. 
Ob vzbujanju z elektromagnetnim valovanjem valovne dolžine 530 nm resorufin 
fluorescira rdeče (valovna dolžina emitiranega elektromagnetnega valovanja je 590 nm) 
[38], [39]. 
Prva neobarvana luknjica je predstavljala vrednost minimalne inhibitorne koncentracije, 
tj. koncentracije etanolnega ekstrakta propolisa, ki je zavirala rast mikroorganizma. 
 
Za konec smo suspenzijo prve obarvane in prve neobarvane luknjice precepili na ustrezno 
trdno gojišče (Slika 3.3). Nanašali smo direktno iz mikrotitrske plošče in iz pripravljenih 
redčitvenih vrst. Pri direktnem nanosu smo iz ustrezne luknjice na mikrotitrski plošči 
odvzeli 10 µL suspenzije in jo nanesli na ustrezno trdno gojišče. Redčitveno vrsto so 
predstavljale zaporedne 10-kratne redčitve, pripravljene s fiziološko raztopino (0,9 % 
NaCl). Iz vsake redčitve smo odvzeli 10 µL suspenzije in jo nanesli na ustrezno trdno 
gojišče. Cepljenje suspenzije na ustrezno trdno gojišče je služilo kot kvalitativna analiza 
prisotnosti oz. odsotnosti živih mikroorganizmov. 
 




Slika 3.3 Primer preverjanja prisotnosti oz. odsotnosti bakterije S. aureus (redčitve 10-5 
in 10-6) v izbranih luknjicah mikrotitrske plošče na gojišču TSA. 
 
Meritve pri mikrodilucijski metodi je možno izvajati tudi spektrofotometrično, vendar v 
primeru izbranih vzorcev etanolnih ekstraktov propolisa to žal ni bilo mogoče. Zaradi 
slabše topnosti v izbranih gojiščih in prevelikega posedanja propolisa rezultati 
spektrofotometričnih meritev niso bili smiselni. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Vrednosti suhe snovi v vzorcih propolisa 
Etanolnim ekstraktov slovenskega rjavega, kubanskega rdečega in brazilskega zelenega 
propolisa sem določila delež in maso suhe snovi (Tabela 4.1 in 4.2) . Na podlagi mase 
suhe snovi in volumna odpipetirane raztopine sem določila masno koncentracijo vzorcem 
propolisa v mg suhe snovi/mL (Tabela 4.3). 
Povprečni deleži suhe snovi etanolnih ekstraktov propolisa so visoki. Največji delež suhe 
snovi (17,1 %) vsebujejo vzorci 2, 10 in 12. Iz tabele 4.1 je razvidno, da so napake 
majhne, saj pri večini vzorcev ne presegajo 3 %. Največji relativni standardni odklon ima 
vzorec št. 7, in sicer 5 %. 
 












1 12,9 0,12 0,94 
2 17,1 0,35 2,05 
3 16,2 0,62 3,85 
4 12,0 0,21 1,72 
5 15,7 0,36 2,26 
6 16,7 0,46 2,74 
7 16,7 0,83 5,00 
8 14,2 0,54 3,81 
9 14,9 0,63 4,21 
10 17,1 0,49 2,85 
11 15,0 0,09 0,60 
12 17,1 0,70 4,07 
13 12,9 0,16 1,25 
14 16,1 0,39 2,40 
15 15,7 0,02 0,13 
16 15,8 0,24 1,54 
17 10,1 0,22 2,14 
18 2,4 0,02 0,95 
19 13,9 0,25 1,81 
20 4,1 0,05 1,21 
24 11,8 0,11 0,95 
25 7,9 0,15 1,87 
26 12,6 0,15 1,15 
27 7,3 0,32 4,45 
28 9,1 0,16 1,78 
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Relativni standardni odkloni pri masi suhe snovi etanolnih ekstraktov so malenkost večji 
kot pri deležu suhe snovi (Tabela 4.2). Večinoma se gibljejo med 1,5 in 5 %. Največji 
relativni standardni odklon znaša 7,5 % in ponovno pripada vzorcu št. 7. 
 











1 0,088 0,0025 2,85 
2 0,118 0,0029 2,45 
3 0,111 0,0010 0,90 
4 0,083 0,0015 1,85 
5 0,107 0,0052 4,86 
6 0,113 0,0017 1,53 
7 0,113 0,0085 7,50 
8 0,096 0,0061 6,39 
9 0,100 0,0065 6,48 
10 0,115 0,0017 1,51 
11 0,102 0,0025 2,48 
12 0,117 0,0049 4,23 
13 0,086 0,0015 1,78 
14 0,107 0,0020 1,87 
15 0,107 0,0010 0,93 
16 0,104 0,0035 3,37 
17 0,067 0,0036 5,38 
18 0,016 0,0006 3,69 
19 0,093 0,0031 3,30 
20 0,026 0,0012 4,38 
24 0,078 0,0025 3,24 
25 0,053 0,0031 5,80 
26 0,082 0,0010 1,22 
27 0,046 0,0021 4,49 
28 0,057 0,0012 2,01 
 
Masne koncentracije sem izračunala iz mase suhe snovi in odpipetiranega volumna  
(relativni standardni odklon znaša 1 %). Relativni standardni odkloni so zato primerljivi 
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1 117,8 3,6 3,0 
2 156,9 4,2 2,6 
3 148,0 2,0 1,3 
4 110,2 2,3 2,1 
5 142,7 7,1 5,0 
6 150,7 2,8 1,8 
7 151,1 11,4 7,6 
8 127,6 8,2 6,5 
9 133,8 8,8 6,6 
10 153,3 2,8 1,8 
11 135,6 3,6 2,7 
12 155,6 6,8 4,3 
13 114,2 2,3 2,0 
14 142,7 3,0 2,1 
15 142,7 2,0 1,4 
16 139,1 4,9 3,5 
17 89,3 4,9 5,5 
18 20,9 0,8 3,8 
19 123,6 4,3 3,4 
20 35,1 1,6 4,5 
24 103,6 3,5 3,4 
25 70,2 4,1 5,9 
26 109,3 1,7 1,6 
27 61,8 2,8 4,6 
28 76,4 1,7 2,2 
 
4.2 Rezultati HPLC analize 
Vzorci etanolnih ekstraktov propolisa so bili analizirani s HPLC-DAD (UV-Vis, λ = 290 
nm) in HPLC-ECD (300 mV ali 900 mV) po programu opisanem v eksperimentalnem 
delu v poglavju 3.3.4. V nadaljevanju bom opisala kromatograme vzorcev etanolnih 
ekstraktov propolisa, uporabljenih v mikrobiološki analizi. Preostali kromatogrami so 
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4.2.1 Rezultati HPLC-DAD 
Pri kromatogramu vzorca št. 13 (slovenski rjavi propolis) so do 20 min opazni dokaj 
dobro ločeni vrhovi (Slika 4.1). Njihove ploščine so razmeroma majhne razen za vrhova 
pri 12,303 min in 17,340 min. Med 20 in 23 min opazimo več delno se prekrivajočih 
intenzivnih vrhov. V tem časovnem intervalu se bazna linija povzdigne, kar bi lahko bila 
posledica elucije večjega števila spojin v nizkih koncentracijah. Najvišji vrh pripada 
galanginu, kar lahko sklepamo na podlagi analiziranega standarda. Pri višjih 
koncentracijah so prisotni še pinocembrin, krisin, CAPE in nekatere druge spojine, ki v 
standardu niso bile prisotne. 
Zaradi kompleksne sestave vzorca, ne moremo trditi, da posamezni vrh pripada samo eni 
spojini. Potrebna je potrditev z nadaljnjimi analizami. Za boljšo ločbo spojin bi lahko 
izvedli dvodimenzionalno kromatografijo. Z uporabo visokoločljivostnega masnega 
spektrometra bi lahko preverili možno sočasno elucijo različnih spojin in  identificirali 
spojine pod nepojasnjenimi vrhovi. 
 
 
Slika 4.1 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 13  pridobljen z DAD 
detektorjem. 
Pri kromatogramu vzorca št. 14 (slovenski rjavi propolis) je najbolj izrazit vrh za kumarno 
kislino, ki se delno prekriva z vrhom za ferulno kislino (Slika 4.2). Med 7 in 20 min so 
prisotni dobro ločeni majhni vrhovi. Po 20 min ponovno opazimo dvig bazne linije, 
najverjetneje zaradi istih razlogov kot pri vzorcu št. 13. 
 




Slika 4.2 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 14  pridobljen z DAD 
detektorjem. 
Kromatogram vzorca št. 18 (kubanski rdeči propolis) prikazuje več vrhov z višjo 
intenziteto. Bazna linija se povzdigne skoraj takoj po začetku analize pri cca. 2 min (Slika 
4.3). Večino visokih vrhov predstavljajo spojine, ki v standardu niso prisotne.  Izmed 




Slika 4.3 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 18  pridobljen z DAD 
detektorjem. 
Bazna linija na kromatogramu vzorca št. 19 (kubanski rdeči propolis) je od 10 min dalje 
rahlo privzdignjena z bolj opaznim vzponom po 20 min (Slika 4.4). Tri najvišje vrhove 
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predstavljajo spojine, ki niso v standardu. Izmed spojin, prisotnih v standardu, je nekoliko 
višji le vrh za kamferol. 
 
 
Slika 4.4 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 19  pridobljen z DAD 
detektorjem. 
Kromatogram vzorca št. 24 (brazilski zeleni propolis) prikazuje več vrhov z višjo 
intenziteto, pripadajoči spojinam, ki niso prisotne v standardu (Slika 4.5). Vzorec vsebuje 
precejšnjo koncentracijo kumarne kisline, galangina in pinobanksina od spojin, prisotnih 
v standardu. Opazen je dvig bazne linije po 20. min. 
 
 
Slika 4.5 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 24 pridobljen z DAD 
detektorjem. 
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4.2.2 Rezultati HPLC-ECD 
Pri kromatogram vzorca št. 13 (slovenski rjavi propolis) lahko opazimo izrazit vrh za 
klorogeno, kumarno in kavno kislino (Slika 4.6). Slednje se ne sklada s kromatogramom 
pridobljenim z DAD detektorjem. Opazna je tudi razlika pri vrhu za galangin. To je lahko 
posledica različne občutljivosti detektorja za spojine ali prisotnosti več sočasno eluiranih 
spojin pri istem retencijskem času. 
 
 
Slika 4.6 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 13 pridobljen z ECD 
detektorjem. 
Spojine, prisotne v standardu, so v vzorcu 14 (slovenski rjavi propolis) prisotne v nižjih 
koncentracijah z izjemo kumarne in ferulne kisline (Slika 4.7). To je razvidno tudi iz 
kromatograma pridobljenega z DAD detektorjem. 
 




Slika 4.7 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 14 pridobljen z ECD 
detektorjem. 
Kromatogram vzorca št. 18 (kubanski rdeči propolis) prikazuje nizko koncentracijo 
spojin, ki so prisotne v standardu, kar je že razvidno iz kromatograma pridobljenega z 
DAD detektorjem (Slika 4.8). Izmed omenjenih spojin sta v višjih koncentracijah prisotni 
galna in klorogena kislina. 
 
 
Slika 4.8 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 18 pridobljen z ECD 
detektorjem. 
Pri vzorcu št. 19 (kubanski rdeči propolis) so spojine, prisotne v standardu, v nizkih 
koncentracijah z izjemo galne in rožmarinske kisline (Slika 4.9). Vrh za kamferol ni 
prisoten. Kromatogram, pridobljenim z DAD detektorjem, v večji meri prikazuje vrh za 
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kamferol in ne prikazuje vrhov za galno in rožmarinsko kislino. To je ponovno lahko 
posledica različne občutljivosti detektorja za spojine ali prisotnosti več sočasno eluiranih 
spojin pri istem retencijskem času. 
 
 
Slika 4.9 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 19 pridobljen z ECD 
detektorjem. 
Pri kromatogramu vzorca št. 24 (brazilski zeleni propolis) sta izmed spojin, prisotnih v 
standardu, najbolj izrazita vrhova za kumarno kislino in kamferol (Slika 4.10). Izraziti so 
tudi nekateri vrhovi za spojine, ki niso prisotne v standardu. Rezultat za kumarno kislino 
sovpada z rezultatom pri kromatogramu pridobljenim z DAD detektorjem.  
 
 
Slika 4.10 Kromatogram vzorca etanolnega ekstrakta številka 24 pridobljen z ECD 
detektorjem. 
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Nadaljnjo so bili vzorci analizirani s PCA metodo, na podlagi katere so bili razvrščeni v 
posamezne skupine. Iz teh skupin so bili izbrani vzorci za mikrobiološko analizo.  
Rezultati PCA analize so pokazali, da prva os (F1) pojasni 61,00 % , druga (F2) 12,96 % 
in tretja (F3) 10,31 % celotne variance. Dobro ločbo vzorcev dobimo z uporabo osi F1 in 
F2, ki skupaj pojasnita 73,96 % variance (Slika 4.11). Na grafu opazimo, da vzorci 
rjavega propolisa tvorijo dve skupini. V prvo spadajo vzorci št. 4, 12, 13 in 17, v drugo 
skupino pa preostali vzorci rjavega propolisa. Vzorci rdečega propolisa so ločeni od 
ostalih skupin. Strnjeno skupino tvorijo tudi vzorci zelenega propolisa (vzorci št. 21, 22 
in 23), vendar niso bili uporabljeni pri mikrobiološki analizi zaradi slabe topnosti v 70 % 
(v/v) etanolu in posledično majhnega deleža suhe snovi. Iz vsake skupine vzorcev rjavega 
propolisa sem izbrala po enega predstavnika. Izmed vzorcev rdečega propolisa sem se 
zaradi večje razpršenosti izbrala 2 predstavnika za mikrobiološko analizo. Vzorci 
zelenega propolisa (vzorci št. 21, 22 in 23) niso bili primerni za mikrobiološko analizo. 
Vzorec 24 (brazilski zeleni propolis) je bil uporabljen pri mikrobiološki analizi, vendar 
ni bil vključen v analizo s PCA metodo. 
 




Slika 4.11 Rezultati PCA analize. Analiza ne vključuje vzorca 24 (brazilski zeleni 
propolis). Spodnja slika prikazuje povečan del grafa (skupina vzorcev rjavega propolisa).  
 
4.3 Rezultati mikrobiološke analize 
Z  mikrodilucijsko metodo sem določila minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 
etanolnih ekstraktov propolisa proti grampozitivnim (Staphylococcus aureus ŽMJ72) in 
gramnegativnim bakterijam (Escherichia coli ŽM130, Escherichia coli ŽM370) ter 
kvasovkam (Candida albicans ZIM 2202). Želela sem ugotoviti, kateri tip propolisa 
(slovenski, kubanski, brazilski) ima najnižjo MIC. Prav tako sem priprav ila mešane 
vzorce etanolnih ekstraktov propolisa. MIC mešanih vzorcev propolisa sem želela 
primerjati z MIC posameznih vzorcev propolisa. Z uporabo INT oz. resazurina sem lahko 
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določila MIC. Po barvanju sem suspenzijo iz luknjic mikrotitrske plošče nacepila na trdno 
gojišče in tako preverila prisotnost oz. odsotnost živih mikroorganizmov. 
 
Vrednosti MIC proti S. aureus sem lahko določila za vse vzorce etanolnih ekstraktov 
propolisa (Slika 4.12). Vrednosti MIC proti C. albicans sem lahko določila le za vzorce 
etanolnih ekstraktov propolisa številka 13, 19 in 25. Pri ostalih vzorcih (14, 18, 24, 26, 
27 in 28) so bile vrednosti MIC višje od testiranih koncentracij. Vrednosti MIC proti E. 
coli nisem mogla določiti, saj so bile MIC višje kot koncentracije v vrstici A. 
 
 
Slika 4.12 Določanje vrednosti MIC proti bakteriji S. aureus vzorcev etanolnih ekstraktov 
propolisa številka 13 (stolpec 1 in 2), 14 (stolpec 3 in 4), 18 (stolpec 5 in 6), 19 (sto lpec 
7 in 8) in 24 (stolpec 9 in 10) z INT. V stolpcih 11 in 12 so prikazane kontrole. 
 
Minimalne inhibitorne koncentracije za posamezen mikroorganizem so zbrane v tabeli  
4.4. V tabeli 4.5 pa so prikazani relativni standardni odkloni za vzorce, pri katerih je bilo 
mogoče določiti vrednosti MIC. Vrednosti relativnih standardnih odklonov so majhne. 
Večina vrednosti je pod 5 %. 
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Tabela 4.4 Zbrane vrednosti MIC proti uporabljenim mikroorganizmom za posamezne 
vzorce etanolnih ekstraktov propolisa. 
 
 
Tabela 4.5 Relativni standardni odkloni za vrednosti MIC za določen organizem.  
 
 
Vsi vzorci propolisa so imeli močan protimikrobni učinek proti bakteriji S. aureus. 
Vrednosti MIC proti S. aureus se skladajo z vrednostni z dostopnimi literaturnimi podatki 
[10], [40]. Najmočnejši antibakterijski učinek je imel vzorec 18 (rdeč kubanski propolis) 
z MIC 0,05 mg/mL. Najvišjo MIC je imel vzorec 14 (slovenski rjavi propolis) z MIC 0,69 
mg/mL. MIC mešanih vzorcev propolisa so približno enake aritmetičnim sredinam MIC 
posameznih vzorcev propolisa, ki jih sestavljajo, vendar ne nakazujejo bistvenih 
sinergističnih učinkov. 
 
Pri delu s kvasovko C. albicans sem lahko določila MIC le vzorcem številka 13, 19 in 25 
(Slika 4.14). Ostali vzorci so vsebovali premalo protiglivnih učinkovin, da bi inhibirali 
rast C. albicans. Določene vrednosti MIC se srednje dobro skladajo z vrednostmi v 
literaturi [41]. Na podlagi MIC sklepam, da imajo vzorci 13, 19 in 25 več protiglivnih 
učinkovin kot ostali vzorci. Presenetljivo ima največji protiglivni učinek mešani vzorec 
številka 25 z MIC 0,13 mg/mL, najmanjši pa vzorec 13 z MIC 0,71 mg/mL. Ker je vzorec 
25 sestavljen iz vzorca 13 in 18, ki pa posamično nimata velikega protiglivičnega učinka, 
bi lahko sklepala, da je aktivnost vzorca 25 posledica sinergističnega učinka ali napake. 
 
Mikroorganizem/vzorec 13 14 18 19 24 25 26 27 28
S. aureus ŽMJ 72 0,18 0,69 0,05 0,64 0,24 0,13 0,40 0,35 0,20
E. coli ŽMJ 130 > 11,42 > 14,27 > 2,09 > 12,36 > 10,36 > 7,02 > 10,93 > 6,18 > 7,64
E. coli ŽMJ 370 > 11,42 > 14,27 > 2,09 > 12,36 > 10,36 > 7,02 > 10,93 > 6,18 > 7,64
C. albicans ZIM 2202 0,71 > 7,13 > 2,09 0,19 > 5,18 0,13 > 10,93 >  6,18 > 7,64
MIC za določen mikroorganizem (mg/mL)
Mikroorganizem/vzorec 13 14 18 19 24 25 26 27 28
S. aureus ŽMJ 72 3,8 3,4 4,7 4,4 4,3 6,6 3,1 5,3 3,7
C. albicans ZIM 2202 3,4 - - 4,7 - 6,6 - - -
Relativni standardni odklon za vrednosti MIC za določen mikroorganizem (%)




Slika 4.13 Določanje vrednosti MIC proti kvasovki C. albicans vzorcev etanolnih 
ekstraktov propolisa številka 13 (stolpec 1 in 2), 14 (stolpec 3 in 4), 18 (stolpec 5 in 6), 
19 (stolpec 7 in 8) in 24 (stolpec 9 in 10) z resazurinom. V stolpcih 11 in 12 so prikazane 
kontrole. 
 
Vrednosti MIC proti E. coli nisem mogla določiti (Slika 4.15). Gramnegativne bakterije 
so manj občutljive na antibakterijske učinkovine kot grampozitivne bakterije.  Slednje je 
posledica slabega prehajanja protimikrobnih spojin zaradi sestave in strukture celice ter 
celične stene [42]. Večja odpornost in posledično rast gramnegativnih bakterij (E. coli) v 
primerjavi z grampozitivnimi bakterijami (S. aureus) se vidi v intenziteti barve INT (Sliki 
4.12 in 4.14). 
Morda sta bila izbrana seva (Escherichia coli ŽM130, Escherichia coli ŽM370) zelo 
odporna proti antibakterijskim učinkovinam v propolisu, morda pa propolis ni bil dovolj 
topen v izbranem gojišču (TSB) in se je posedel ter tako ni učinkoval proti bakteriji. 
Vzorci surovega propolisa so bili hranjeni v slabše zatesnjenih vrečah v hladilnici, zaradi 
česar je bila možna oksidacija. Zaradi oksidacije spojin v propolisu, bi le ta lahko imel 
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slabše protimikrobne učinke. Možna je osebna napaka in druge sistematične napake. 
Mešani vzorci niso izkazovali sinergističnih učinkov. 
 
 
Slika 4.14 Določanje vrednosti MIC proti bakteriji E. coli vzorcev etanolnih ekstraktov 
propolisa številka 13 (stolpec 1 in 2), 14 (stolpec 3 in 4), 18 (stolpec 5 in 6), 19 (stolpec 
7 in 8) in 24 (stolpec 9 in 10) z INT. V stolpcih 11 in 12 so prikazane kontrole.  
 
4.4 Rezultati termične analize 
Termične lastnosti propolisa sem preučevala s TGA in DSC. Vzorce za termično analizo 
sem izbrala na podlagi tipa propolisa in videza. Zaradi primerjave s čebeljim voskom sem 
poskušala izbrati po videzu čim bolj voskaste vzorce.  Krivulje TGA različnih vzorcev 
propolisa prikazujejo dvostopenjski termični razpada  (Slika 4.15). Prva stopnja 
termičnega razpada se pri vseh vzorcih začne pri približno enaki temperaturi (120 °C). 
Vzorci se razlikujejo glede na končno temperaturo prvega razpada in v izgubi mase med 
razpadom. Prva stopnja termičnega razpada vzorca 17 (slovenski rjavi propolis) se konča 
pri temperaturi 360 °C, izguba mase je 70,8 %, nato je masa do približno 440 °C skoraj 
konstantna (Slika 4.16). Druga stopnja termičnega razpada se zgodi v temperaturnem 
območju med 440 °C in 540 °C, izguba mase v tej stopnji je 26,1 %.  Oblika TG krivulje 
vzorca 20 (kubanski rdeči propolis) je podobna krivulji vzorca 17. Prv a stopnja 
termičnega razpada se konča približno pri temperaturi 380 °C, druga stopnja razpada pa 
se zgodi v območju med 440 °C in 550 °C. Vzorca 17 in 20 in se razlikujeta v izgubi 
mase v posamezni stopnji razpada; izguba mase pri vzorcu 20 je v prvi stopnji 59,0 %, v 
drugi pa 37,0 %. Oblika krivulje in razlike v izgubi mase v posameznih stopnjah 
termičnega razpada nakazujejo na to, da so v vzorcih prisotne podobne spojine, vendar v 
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različnih deležih. Zaradi navedenega ter izsledkov Maska in sod. menim, da vzorec 17 
vsebuje več polifenolnih spojih kot vzorec 20 [18]. Potek krivulje vzorca 18 (kubanski 
rdeči propolis) se nekoliko razlikuje od poteka krivulj vzorcev 17 in 20. Prva stopnja 
termičnega razpada je sicer podobna, druga stopnja pa se verjetno začne pred koncem 
prvega termičnega razpada. Posledično je izgubo mase v posamezni stopnji termičnega 
razpada težko določiti oz. je določena izguba mase manj zanesljiva. Za razliko od 
propolisa ima čebelji vosek trostopenjski termični razpad, kar je razvidno iz prvih 
odvodov TG krivulj. Prva stopnja termičnega razpada se začne pri nekoliko višji 
temperaturi, in sicer pri 210 °C. Druga stopnja razpada se v določenem temperaturnem 
območju prekriva s prvo in tretjo stopnjo, ki se konča pri temperaturi 520 °C. 
 
 
Slika 4.15 Rezultati termogravimetrične analize rjavega (vzorec 17) in rdečega (vzorca 
18 in 20) propolisa ter čebeljega voska  (zgoraj) in prvi odvodi TG krivulj (spodaj). 




Slika 4.16 Rezultati termogravimetrične analize rjavega (vzorec 17) in rdečega (vzorca 
18 in 20) propolisa ter čebeljega voska  posamično s prikazanim deležem izgube mase v 
posamezni stopnji. 
DSC analiza je potekala v štirih korakih (Slika 4.17). V prvem koraku (ohlajane od 25 °C 
do -50°C) nismo zaznanali nobenih entalpijskih sprememb. V naslednjem koraku 
(segrevanje od -50 °C do 150 °C) opazimo endotermno entalpijsko spremembo v 
temperaturnem območju od 10 °C do 80 °C, ki je verjetno posledica taljenja voska. Iz 
oblike endotermne spremembe je razvidno, da je le-ta vsota vsaj dveh zaporednih 
procesov, ki nista ločena, zato je vrh razširjen. Slednje se bolje vidi v naslednjih stopnjah 
ohlajanja in segrevanja. Menim, da se v tem temperaturnem intervalu med segrevanjem 
tali oz. med ohlajanjem kristalizira več različnih voskov hkrati. Eksotermna sprememba 
med ohlajanjem (od 150 °C do -50 °C) je približno zrcalna slika endotermnemu vrhu med 
segrevanjem, zato predvidevam, da gre za nasproten proces, tj. kristalizacijo. Prav tako 
med ponovnim, drugim segrevanjem dobimo podobno obliko endotermnih vrhov kot pri 
prvem segrevanju; vrednosti entalpij so podobne, ločljivost pa je boljša, kar se predvsem 
opazi pri vzorcu 17 in vzorcu čebeljega voska. Vrhovi v četrtem koraku so ekvivalentni 
vrhovom v drugem koraku. Vrhovi so bolj izrazito ločeni v primerjavi z vrhovi v drugem 
koraku. Ob predpostavki, da je bil čebelji vosek čist, bi lahko iz kvocienta entalpij ocenili 
odstotek voska v posameznih vzorcih, ta bi za vzorec 17 znašal 54 %, oziroma 27 % za 
vzorec 18 ter 20 % za vzorec 20. 
 




Slika 4.17 Rezultati DSC analize rjavega (vzorec 17) in rdečega (vzorca 18 in 20) 
propolisa ter čebeljega voska. 
 
  





Etanolnim ekstraktom propolisa je bil določen delež suhe snovi in preostala masa suhe 
snovi. Napake, ki so pri tem nastale, so bile majhne (za delež suhe snovi do 5,00 %, za 
maso suhe snovi pa do 7,50 %). 
 
Kromatogrami vzorcev znotraj posamezne skupine so si podobni. Pri predstavniku prve 
skupine rjavih propolisov (vzorec 13) je kromatogram, pridobljen z DAD detektorjem, 
prikazal višje koncentracije galangina, pinocembrina, krisina, CAPE in nekaterih drugih 
spojin, ki v standardu niso bile prisotne. Kromatogram, pridobljen z ECD detektorjem, 
pa je pokazal izrazit vrh za klorogeno, kumarno in kavno kislino, medtem ko je bil vrh za 
galangin manjši. Pri predstavniku druge skupine rjavih propolisov (vzorec 14) je pri obeh 
kromatogramih najbolj izstopal vrh za kumarno in ferulno kislino. Pri obeh predstavnikih 
rdečih propolisov (vzorec 18 in 19) so večino visokih vrhov predstavljale spojine, ki v 
standardu niso bile prisotne, kar je razvidno iz kromatogramov pridobljenih z DAD in 
ECD detektorjem.  Pri obeh kromatogramih vzorca št. 24 (brazilski zeleni propolis) je 
razviden intenziven vrh za kumarno kislino. Za nadaljnje raziskave bi bilo zanimivo 
analizo izvesti sklopljeno z visokoresolucijskim masnim spektrometrom in med 
knjižnicami spojin poiskati te neznane spojine. Tako bi morda zaznali več spojin in morda 
ugotovila ali se pod enim vrhom skrivajo različne spojine. 
 
Z  mikrodilucijsko metodo sem poskusila določiti minimalne inhibitorne koncentracije 
(MIC) etanolnih ekstraktov propolisa proti grampozitivnim (Staphylococcus aureus 
ŽMJ72) in gramnegativnim bakterijam (Escherichia coli ŽM130, Escherichia coli 
ŽM370) ter kvasovkam (Candida albicans ZIM 2202). Rezultati vrednosti MIC proti S. 
aureus se dobro ujemajo z vrednostmi v literaturi. Rezultati vrednosti MIC proti E. coli 
se slabše ujemajo s podatki v virih. Vrednost MIC proti E. coli se v literaturi močno 
razlikujejo. Večina virov navaja vrednosti MIC, ki so bistveno nižje kot vrednosti 
določene v tem delu, obstajajo pa tudi članki, ki navajajo podobne vrednosti. Višjo 
vrednost MIC bi lahko pripisala razliki v sevu E. coli, slabi topnosti propolisa v izbranem 
gojišču, posedanju propolisa in možni oksidaciji vzorcev surovega propolisa. Možna je 
že razlika zaradi vrste in izvora propolisa. Vrednosti MIC proti C. albicans sem lahko 
določila le za del vzorcev. Dobljene vrednosti MIC se srednje dobro ujemajo z vrednostim 
v literaturi. Mešani vzorci niso izkazovali sinergističnih učinkov. Večja učinkovitost 
vzorca 25 je verjetno posledica napake pri določevanju vrednosti MIC. V nadaljevanju bi 
bilo zanimivo preveriti ali propolis izkazuje protimikrobno delovanje v kristaliziranem 
stanju ali pa uporabiti gojišče, v katerem je propolis bolje topen.  
 
Termična analiza surovega propolisa in čebeljega voska je pokazala, da pri propo lisu 
pride do termičnega razpada v dveh stopnjah, pri čebeljem vosku pa v treh stopnjah. Prav 
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tako se prva stopnja termičnega razpada pri čebeljem vosku zgodi nekoliko kasneje (210 
°C) v primerjavi s propolisom (120 °C). 
 
DSC analiza je pri segrevanju pokazala endotermno entalpijsko spremembo v 
temperaturnem območju od 10 °C do 80 °C, ki je verjetno posledica taljenja voska  v 
propolisu.  
 
V nadaljevanju bi bilo zanimivo preveriti še termične lastnosti brazilskega zelenega 
propolisa. Prav tako bi lahko karakterizirali rumen propolis in razširili nabor vzorcev. Vse 
vzorce bi lahko še analizirali z GC-MS. Antioksidativne lastnosti etanolnih ekstraktov 
propolisa bi lahko določili z elektrokemičnimi in spektrofotometričnimi metodami ter jih 
primerjali s protimikrobnimi učinki. 
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